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論 文 内 容 要 旨
Peroxiredoxin(Prx)は原核生物か ら哺乳動物 まで広 く保存 され た,可 溶性蛋 白質 の0.8%を占める抗酸
化蛋 白質で ある。Prxには一般 的にその活性 を担 うシステイ ン残基(Cys)が2つ あ り,過 酸化 物質に よ
って直接酸化 され てジスル フィ ド結合(Cys-S-S-Cys)を介 した二量体化お よびそのチオ レ ドキシ ン/チ
オ レ ドキシン還 元酵 素/NADPHによる還 元の レ ドックスを繰 り返す ことで過酸化物質 を消去す る。他 の
抗酸化酵素等 に比べて抗酸化活性 が低 く,高 濃度の過酸化水素 に よ り容易 に不活性化(過 酸化)さ れ る
こ とか ら,そ の機能 は謎 とされて きた。 しか し近年,Prx活性 を有す る酵母特異 的酵 素Gpx3が細部内で
過酸化水素 と直接反応 して,酸 化ス トレス応答 に中心的に機能す る転 写因子Yap1(yeastAP-1>にジス
ル フィ ド結合形成 を誘 導す るこ とで漕 性制御す るこ とが明 らか にされ,Gpx3は過酸化水素 受容 体 として
機 能す るこ とが示 され た。著者 が所属 す る研究室 での これまで の研 究に よ り,YaplとGpx3の結合 を制
御 す るYbp1蛋白質 に部分欠失型 変異(ア ρ々1-1)を持つ研究 室酵母株 では,Gpx3に代 わ って酵母の主要
なPrxであるTsalが過 酸化水 素 に応答 したYaplの転 写活性化 を誘 導す る こ とが判明 してい る。Tsalは
酵 母細胞 内で発 現 してい るPrxの約90%を 占めてお り,そ の分子 数 はGpx3の約45倍 にもな る。Ybpl
に変異 のあ る酵母株 においてTsalが過酸化水 素 に応答 したYaplの酸化 に関与する とい う事 実は,高 度
に保存 され たPrxファ ミリーが過酸化水 素受容体 として働 き,下 流の 因子 に酸化 シ グナル を伝達す る と
い う役割 を担 ってい る可能性 を示唆 してい る。 そこで,本 研 究 はPrxの過酸化水素受 容体 としての機能
に焦点 を当て,Tsa1によるYaplの活性化機構 の解 明 とTsalの下流因子 の検 索および解析 を行 った。
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TsalはGpx3と同様に過酸化水素受容体 として働いている可能性がある。Tsalは細胞内に最も多く存
在 しているPrxであり,Tsalが過酸化水素受容体 として機能 しているのであればTsa1に依存 して レドッ
クス制御を受ける分子が存在す る可能性がある。これ らの分子を同定するためには,TsalがYaplとの
ジスルフィ ド結合形成を誘導する機構 を明 らかにする必要があると考えられる。そこで,ま ずTsalによ
るYap1の活性化機構を解析 したところ,Tsa1が有する2つの
活性 シ ステイ ン残 基(Cys48,Cysl71)のいず れ もYaplの転
写活性化 に必 要であ り,TsalのCys48がYap1複数のCysと細
胞 内で一過的 にジスル フ ィ ド結合 を形成す る ことを明 らかに
した。 これ らの結果 は,こ の抗酸化機 能 に加 えてTsalのシス
テイ ン残基 が過 酸化水素 の受容体 として機能 しYap1の酸化 に
も関与す る ことを示 唆 してい る。 また,Tsalによって誘導 さ
れ る酸化型Yap1(oxII-T)はGpx3によ って誘導 され る酸化型
Yapl(oxII)よりも還元 されやす いために転 写活性が低い こ と
も明 らかに した。 これ は,過 酸化水 素存在下 におけるYaplの
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熱力学的な性質の変化が酸化還元の動的平衡状態の推移の中で活性型Yap1の維持に機能す るこれまで
の報告を強く支持するものである。
Tsa1によって レ ドックス制御 され る下流 因子の検索 と解析
Tsalが過酸化水 素受容体 として機能 す る とい う事 実は,TsalはYapl以外 に も多 くの蛋 白質 と相互作
用 して過酸化水 素に依存 した活性 制御 に機 能す る可能性 が ある。 そ こでTsa1の48番目のシステ イ ン
残基 とジスル フィ ド複 合体 を形成す る蛋 白質 を検索 した結果,VDE(VMAIderivedendonuclease),Pykl
(pynlvatekinase),Ssbl/2(Stress-SeventysubfamilyB),YblO57w,FRDSl(互umurateB,e⊇uctase旦oluble)
の5つ の因子を同定す ることに成功 した。その うちの一つで あるPyklは,解糖 系の3つ の律 速段 階の うち,
最後 の反応 を触 媒す る ピル ビン酸合成酵 素で ある。 出芽酵母 の糖 代謝は グル コース の有無 に よって制御
され てお り,グ ル コース存在 下で は解糖系 に よってエネル ギーを産生す る。一方,グ ル コースが枯 渇 し
て炭素源 がエ タ ノールや酢酸 に変化 した場 合には,ミ トコン ドリア(TCAサ イ クル,電 子伝達 系)に 依
存 したエネル ギー産生 を行 う。 この とき,脂 質合成や細胞 内の還元状態 を維持す る上 で重 要なNADPH
や核酸合成 に重 要な リボースの主要産生系 であるペ ン トー ス リン酸回路 の働 きを促進す るためには糖新
生 を亢進する必 要があ る。この糖新生 を効率 よく行 うためにはPyklの活性 は抑制 され る必要 があるが,
そ の詳 細 な機 構 は明 らか になっ てい ない。本 研 究 によ りPyklがTsal依存 的に酸化 され る こと,そ し
てPyklが酸化 され る とそ の活性 が低下す る ことが示 された。 また,Pyklの構造 中でTsalcT7]Tがジスル
フィ ド結 合す る と考 え られ るシステ
イ ン残 基 がエ タ ノール 培地 培養 時 に
お け る正 常なNADPHの 供 給 に必 要
であ る可能 性 も示 唆 され た。 これ ら
の結果 は,Pyklのシステイ ン残 基 が
Tsa1依存的 に酸 化 され る ことに よっ
てPyklの活性 が抑制 され,そ れ によ
って糖 新生 を促進 す る こ とを示 唆 し
てい る。Tsalは好 気的 にエネ ル ギー
を合成す る過 程 で ミ トコ ン ドリア に
由来 して細胞 内で産生 され る過酸 化
水 素 を受 容 して,Pyklの酸化反応 を
促進 してい る可能性 も考 え られ る。
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Tsa1の標的分子の同定と糖代謝調節
解糖系
糖新生
過剰の過酸化水素は細胞に傷害を与えるが,そ の一方で,過 酸化水素は細胞の増殖や生存にも寄与す
るシグナル分子 としても機能する。そのため,過 酸化水素に対する細胞の応答は細胞の生死を分ける重
要なイベントであると考えられるが,細胞内で過酸化水素が受容される機構や下流因子については未解
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明な点が多かった。本研究は,高 等真核生物に広 く保存された抗酸化蛋白質であるPrxが過酸化水素受
容体 として働 くことを示し,さ らにはPrxがレドックス制御する下流 因子のスクリーニング方法を構築
した。本研究は レドックスシグナルによる細胞応答の全容解明に重要な知見を与えるものである。
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審 査 結 果 の 要 旨
ペル オ キシ レ ドキ シン(Prx>は原核 生物 か ら哺乳動物 まで広 く保 存 され た抗 酸化蛋 白質 であ り,多
くの分子種が存在す る。Prxは他の抗酸 化酵素 に比べ る と過 酸化物消去 活性が低 く,高 濃度 の過酸化 水
素によ り容易 に不活性 化(過 酸化)さ れ るこ とか ら,本 来 の機能 は過酸化物消去作用以外 にある と想像
され て きた。近年,酵 母 のPrxの一 種 であるGpx3が過剰 の過酸化 水素 と直接反 応 した後 に,Yapl(酸
化 ス トレス応答 にお いて中心的な役 割 を果 たす転写 因子)を 酸化(ジ スル フィ ド結合形成)活 性化 して
抗酸化酵素群 の発現 を促進 させ る ことが明 らかにされ,過 酸化 の感知 とその情報の伝 達 に重要 な役割 を
果た している こ とが示 され た。酵母 細胞 内で発現 してい るPrxの約90%はTsalであ り,そ の分子数 は
Gpx3の約45倍 に もな るこ とか ら,TsalもGpx3と同様の機能 を担 って いる可能性 が考 え られ る。本研
究 はPrxの過酸化水 素セ ンサ ー として の機 能 に焦点 を当て,Tsa1によるYap1の活性 化 とその機構お よ
びTsa1の標的因子の検索お よび解析 を行 った もので ある。
本 研究 では,ま ず,Tsa1が有 する2つ の活性 システイ ン残 基(cys48,cysl71)のいずれ もYaplの転
写活 性化 に必要で あ り,Cys48がYapl中の複数 のCysと細胞 内で一過性 に ジスル フィ ド結合 を形成す る
ことを明 らか に した。 さ らに,Tsalを介 して形成 される酸化 型Yap1はGpx3によって誘導 され る酸化型
Yap1よりも還 元 されやす いために転 写活性 が低 いこ とも明 らかにす る と共 に,TsalのCysl71をス レオ
ニ ンに変換 した変異体Tsalci7iTがYaplとの間で安定な ジスル フィ ド複 合体 を形成す るこ とを見出 した。
そ こで,Tsa1c171Tとジスル フィ ド複合体 を形成 する蛋白質 を検索 した結果,5つ の蛋 白質 を同定す るこ と
に成功 した。 その うちの一つ であ るPyklは,解糖系の3つ の律 速段 階の うち,最 後 の反応 を触 媒す る
ピル ビン酸合成酵素で あるが,こ のPyklがTsal依存 的に酸化 され るこ と,そ してPyklが酸化 され る と
その活性 が低下す ることを明 らかに し,さ らにPyklの構造中でTsalc171Tとジスル フィ ド結合す る と考 え
られ るCysがエ タ ノール培地培養 時にお ける正 常なNADPHの 供給 に必要で ある可能性 も示唆 した。 こ
れ らの結果 は,Pyk1のシステイ ン残基 がTsal依存的に酸化 され る ことに よってPyklの活性 が抑制 され,
それ によって糖新生が促 進 され る ことを示 唆す る ものであ る。
本論文 は,高 等真核 生物 に広 く保存 され た抗酸化 蛋白質で あるPrxの一つ であるTsalが過酸化 の感知
に重要 な役割 を果 た しているこ とを示 し,さ らにTsa1がそ の情報 を伝 える標的因子 のスク リー ニング方
法を構築 した もので あ り,そ の学術 的価値 は極 めて高い。 よって,本 論文 は博士(薬 学 〉の学位論文 と
して合格 と認 める。
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